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Kardiovaskuläre  Krankheiten,  insbesondere  die  Arteriosklerose  und  ihre  klinischen 
Manifestationen wie koronare Herzkrankheiten, Herzinfarkt und Schlaganfall, sind mit ca. 
50% die häufigste Todesursache  in den westlichen  Industrienationen. Arteriosklerose  ist 
eine  pathophysiologische  Remodellierung  der  Gefäßwand  und  die  Erforschung  der 
Mechanismen,  die  zu  dieser  krankhaften  Veränderung  beitragen,  ist  von  großer 
sozioökonomischer Bedeutung. Eine wichtige Rolle bei der Remodellierung der Gefäßwand 
während der Embryonalentwicklung nimmt das Eph/Ephrin‐System ein. Ziel dieser Arbeit 
war  daher  die  Aufklärung  einer  möglichen  Beteiligung  dieses  Systems  an  den 
pathophysiologischen Remodellierungsprozessen während der Arteriosklerose. 
Die Analyse der Expression von EphrinB2 im arteriellen Gefäßsystem der Maus zeigte eine 
Heterogenität  im  Bezug  auf  die  Menge  und  Verteilung  dieses  Moleküls.  So  war  die 
Expression  in  den  herzfernen  Arterien  gering,  während  sie  in  den  großen  herznahen 
Gefäßen wie der Aorta  stark erhöht war. Detailanalysen des Aortenbogens  zeigten, dass 
EphrinB2 an den  Innenseiten der großen Abgänge besonders  stark, an den Außenseiten 
jedoch  nur  schwach  exprimiert  ist.  Dieses  Expressionsmuster  korrelierte  mit  den 








atomic  force  microscopy  (AFM),  sowie  ex  vivo  durch  Bestimmung  der  Adhäsion  von 
fluoreszenzfarbstoffmarkierten  Monozyten  an  eine  isolierte  Aorta  bzw. 
Mesenterialarterie nachgewiesen. Da die Bildung von arteriosklerotischen Plaques nicht 
nur  eine Adhäsion  von Monozyten  an  das  Endothel  sondern  auch  eine  Infiltration  der 
Monozyten  in  die  Gefäßwand  beinhaltet,  wurde  des  Weiteren  untersucht,  ob  die 
Interaktion von Monozyten mit endothelialem EphrinB2 die Transmigration dieser Zellen 
verstärkt.  Die  Ergebnisse  dieser  Untersuchungen  zeigten,  dass  EphrinB2  nicht  nur  die 
Zusammenfassung     
Migration der Monozyten erhöht sondern auch deren Transmigration durch das Endothel 
beeinflusst.  Zudem  führte die  Interaktion mit EphrinB2  zu einer pro‐inflammatorischen 
Aktivierung der Monozyten. So wurde u.a. die Expression der Arteriosklerose‐assoziierten 
Chemokine  MCP‐1  und  Interleukin‐8  in  EphrinB2‐stimulierten  Monozyten  signifikant 
hochreguliert. Zusätzliche Protein‐Arrays  zeigten, dass diese Chemokine nach EphrinB2‐
Stimulation vermehrt von den Monozyten freigesetzt werden. Die Spezifität der Reaktion 
wurde  einerseits  durch  die  Blockade  des  EphrinB2‐abhängigen  Signalwegs  überprüft, 
andererseits  dadurch,  dass  dieser  EphrinB2‐vermittelten  pro‐inflammatorischen 
Aktivierung der Monozyten eine Phosphorylierung des Rezeptors EphB2 vorausgeht. 
Zusammengefasst, unterstreichen diese Daten, dass EphrinB2 bei pathophysiologischen 
Remodellierungsprozessen  der  Gefäßwand  hochreguliert  wird  und  eine  neue 
Determinante der pro‐inflammatorischen Stimulierung von Monozyten darstellt, die zur 






Cardiovascular diseases, arteriosclerosis  in particular, are  the  leading  causes of death  in 
the Western world  as  approximately  50% of  the population  suffer  from  these diseases. 
Arteriosclerosis is a pathophysiological alteration of the vascular wall. Hence, it is of great 
interest  to  investigate  the mechanisms  leading  to  these pathological  alterations. As  the 
Eph/ephrin system  is a crucial player of vascular remodelling processes, we hypothesized 
this system may be involved in the pathomechanism of arteriosclerosis. Therefore, the aim 
of  this  study  was  to  elucidate  a  possible  involvement  of  this  system  in  the 
pathophysiological remodelling process of arteriosclerosis. 
Analysis  of  the  distribution  of  ephrinB2  in  the  arterial  system  of  the mouse  revealed  a 
heterogenous expression pattern of this molecule. The overall expression of ephrinB2 was 
rather weak with  an  up‐regulation  in  large  conduit  arteries  like  the  aorta.  Subsequent 
studies of the aortic arch verified a strong expression at the  inner curvatures but a weak 
expression at  the outer curvatures of  the bifurcations. This expression pattern coincides 
with  the  so‐called  arteriosclerosis‐prone  sites  in  LDL‐R‐  or  ApoE‐deficient  mice, 
respectively.  Detailed  analysis  of  these  plaques  indicated  a  correlation  between  the 
ephrinB2  expression  in  the  endothelial  cells  covering  the  plaque  and  the  number  of 
infiltrated monocytes/macrophages and pointed towards a possible role of the Eph/ephrin 
system  plaque‐development. Moreover, monocytes  express  the  receptors  for  ephrinB2 
EphB1‐4 with EphB2 being up‐regulated upon trans‐differentiation into macrophages. 
By  applying  atomic  force  microscopy  (AFM),  we  could  demonstrate  that  monocytes 
physically  interact  with  ephrinB2.  Furthermore,  adhesion  of  these  cells  to  endothelial‐
intact  mouse  aortic  segments  abundantly  expressing  ephrinB2  was  inhibited  by  pre‐
treatment with  soluble  ephrinB2. As  the  development  of  arteriosclerotic  plaques  is  not 





increased expression of  the arteriosclerosis‐related  chemokines MCP‐1 and  Interleukin‐8 





Taken  together,  these observations establish ephrinB2 as a molecule  that  is abundantly 
expressed at  remodelling  sites of  the arterial  tree and as new determinant of  the pro‐






























































































































































































Das  vaskuläre  Endothel  ist  eine  einzellige  Schicht,  welche  das  Lumen  von  Blut‐  und 
Lymphgefäßen auskleidet. Man unterscheidet grundsätzlich drei Arten von Endothel: das 
kontinuierliche,  fenestrierte  und  diskontinuierliche  Endothel.  Diese  Unterscheidung 








adhäsive  Eigenschaften.  Unter  physiologischen  Bedingungen  kommt  es  zu  keiner 
Adhäsion  und  folglich  keiner  Transmigration  von  Immunzellen  in  die  Gefäßwand. 
Weiterhin besitzt das  gesunde Endothel eine  anti‐thrombotische Eigenschaft,  indem es 




physiologischen  Endothelfunktionen  angesehen  wird.  NO  ist  die  wichtigste  vasoaktive 
Substanz, die vom Endothel freigesetzt wird. Es wirkt neben Prostazyklin vasodilatatorisch 
und  steht  im  Gleichgewicht mit  Vasokonstriktoren wie  zum  Beispiel  Endothelin‐1.  Die 
Ausschüttung sowie Bioverfügbarkeit von NO werden von biomechanischen Faktoren wie 
laminarer  Schubspannung  und  zyklischer  Dehnung  beeinflusst.  Eine  gestörte 
Hämodynamik,  einhergehend  mit  nicht‐laminarer  Blutströmung  sowie  erhöhter 
Gefäßwanddehnung,  bewirkt  eine  verminderte  Freisetzung  von  NO, was wiederum  zu 
einer Beeinträchtigung der Endothelfunktion, verbunden mit der Entwicklung eines pro‐
inflammatorischen  Phänotyps,  führt.  Diese  als  endotheliale  Dysfunktion  bezeichnete 





Als  endotheliale  Dysfunktion  wird  eine  Funktionsstörung  des  Endothels  bezeichnet, 
welche  alle  Funktionen dieses  Zelltyps, wie die Barrierefunktion, die Aufrechterhaltung 
des  Gefäßtonus,  anti‐adhäsive  und  anti‐thrombotische  Eigenschaften,  beeinflusst 
(Celermajer 1997; Giannotti und Landmesser 2007). Der endothelialen Dysfunktion  liegt 





einer  verringerten  Produktion  von  NO,  während  kardiovaskuläre  Risikofaktoren 
hauptsächlich  über  eine  erhöhte  Produktion  von  reaktiven  Sauerstoffspezies  (ROS)  zu 
einer  verstärkten  Degradation  von  NO  beitragen.  Dies  führt  zu  einer  verminderten 
Vasodilatation  und  erhöht  die  Permeabilität  des  Endothels.  Des  Weiteren  wird  die 
Expression von Adhäsionsmolekülen wie VCAM‐1 und ICAM‐1  in den Endothelzellen und 
die  Freisetzung  chemotaktischer Moleküle wie MCP‐1  aus  den  Endothelzellen  erhöht. 
Dies  führt  in  Kombination  mit  der  erhöhten  Permeabilität  zu  einer  verstärkten 
Rekrutierung inflammatorischer Zellen aus dem Blut in die Gefäßwand.  
Die endotheliale Dysfunktion bedingt demnach einen pro‐inflammatorischen, adhäsiven 
und  pro‐thrombotischen  Phänotyp  der  Endothelzellen  und  begünstigt  somit  die 
Entstehung von Arteriosklerose. 
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1.2 Arteriosklerose 
1.2.1 Endotheliale Dysfunktion und Arteriosklerose 
Arteriosklerose  ist  eine  chronisch  pro‐inflammatorische  Erkrankung,  die  zumeist  an 
Stellen  des  Gefäßsystems  mit  einer  gestörten  Hämodynamik,  wie  zum  Beispiel 
Bifurkationen,  auftritt  (Ross  1999).  An  diesen  sogenannten  arteriosklerotischen 
Prädilektionsstellen  ist  die  laminare  Schubspannung  verringert,  während  die  zyklische 
Dehnung erhöht  ist. Dies führt zu einer erniedrigten Verfügbarkeit von NO und somit zu 
einer  endothelialen Dysfunktion. Durch  die  daraus  resultierende  erhöhte  Permeabilität 




von NO  über  die  Inhibierung  der  eNOS  und  verstärkt  so  die  endotheliale Dysfunktion. 
Weiterhin führt oxidiertes LDL zur Apoptose von Endothelzellen und glatten Muskelzellen 
und  stimuliert die Expression von Adhäsionsmolekülen wie  ICAM‐1 und VCAM‐1  in den 
Endothelzellen  sowie  die  Expression  von  MCP‐1  in  den  glatten  Muskelzellen.  Diese 
inadäquate Aktivierung der genannten Zellen  führt  zu einer erhöhten Rekrutierung und 























Abbildung 1‐1: Retention von LDL  in der Gefäßwand  (nach Newby  (2000)). 










als  ein  initialer  Schlüsselschritt  in  der  Pathogenese  der  Arteriosklerose  angesehen 
(Lessner et al. 2002). Die Monozyten  in der Gefäßwand differenzieren zu Makrophagen, 
akkumulieren über die sog. Scavenger‐Rezeptoren oxLDL und wandeln sich in der Folge zu 
Schaumzellen um, dem  zellbiologischen Korrelat der  sog.  Fettstreifenbildung  als ersten 
Schritt  in  der  Manifestation  arteriosklerotischer  Plaques.  Die  Freisetzung  pro‐
inflammatorischer Zytokine aus den Makrophagen verstärkt die Aktivierung der Endothel‐ 
und glatten Muskelzellen und unterhält den chronischen Entzündungsprozess. Wichtige 
pro‐inflammatorische  Zytokine  für  die  Plaqueentwicklung  sind  z. Bsp. MCP‐1,  IL‐8  und 
TNF‐α. MCP‐1 wirkt  chemotaktisch  auf Monozyten  und  erhöht  deren Adhäsion  an  das 




verstärkt  zum  Beispiel  die  Bindung  von  LDL  an  das  Endothel  und  fördert  so  die 
endotheliale Dysfunktion.  
Monozyten kommt in der Pathogenese der Arteriosklerose demnach eine Doppelrolle zu. 
Einerseits  entfernen  sie  durch  Phagozytose  LDL  und  apoptotische  Zellen  aus  der 

















Abbildung 1‐2:  Leukozyteninfiltration  und  Schaumzellbildung  (nach 
Newby  (2000)).  Infiltrierte  Monozyten  nehmen  oxLDL  auf  und 
differenzieren  zu  Schaumzellen.  Dadurch  wird  die  Freisetzung  von 
Zytokinen wie MCP‐1, IL‐8 und TNF‐α erhöht. 
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1.3 Das Eph/Ephrin System 
Rezeptor‐Tyrosin‐Kinasen  (RTK)  spielen  eine  zentrale  Rolle  in  der  interzellulären 
Kommunikation.  Die  größte  Gruppe  dieser  Kinasen  stellen  die  Erythropoietin‐
produzierenden  Hepatozyt  Kinasen  (Ephs)  dar  (Murai  und  Pasquale  2003;  Zhang  und 
Hughes  2006).  In  Vertebraten,  C.  elegans  und Drospohila,  sind  bis  dato  vierzehn  Eph‐
Rezeptoren  sowie  neun  korrespondierene  Liganden,  die  Ephrine,  bekannt.  Die  Eph‐
Rezeptoren werden nach Sequenzhomologien und  ihrer Affinität für den Liganden  in die 
zwei  Subgruppen  A  und  B  unterteilt.  Die  Rezeptoren  bestehen  aus  einer  großen 
extrazellulären Domäne, die sich aus der Ligandenbindestelle, einer Cystein‐reichen und 
zwei  Fibronectin(III)‐Regionen  zusammensetzt.  Die  intrazelluläre  Domäne  besteht  aus 
einer Tyrosin‐Kinase‐Region, einem sterilen Alpha‐Motif (SAM), sowie einer PDZ‐Domäne 







Zell‐Kontakt  für  die  Interaktion  des  Rezeptor‐Liganden  Paares  voraussetzt. Die  Ephrine 
der  Subgruppe  A  sind  über  Glykophosphatidylinositol  (Wu  und  Luo  2005)  an  die 
Plasmamembran  gebunden,  während  die  Ephrine  der  Subgruppe  B 
Transmembranproteine  darstellen.  Eine  Besonderheit  der  EphrinB‐Liganden  besteht 
darin,  dass  sie  im  Gegensatz  zu  EphrinA‐Liganden  intrazelluläre  Tyrosin‐  und  Serin‐
Phosphorylierungsstellen  sowie  PDZ‐Domänen  besitzen  und  nach  Bindung  an  den 
Rezeptor  Signale  transduzieren  können  (Holland et  al. 1996; Bruckner et  al. 1997). Die 
Ephrin‐induzierte  Signaltransduktion  in  der  Eph‐Rezeptor‐tragenden  Zelle  wird  als 
vorwärtsgerichtete  Signalweiterleitung  bezeichnet.  Das  Eph‐induzierte  Signal  in  der 
Ephrin‐Liganden‐tragenden  Zelle  wird  entsprechend  als  reverse  Signaltransduktion 
bezeichnet (Kullander und Klein 2002; Palmer et al. 2002).  
 


















Abbildung  1‐3:  Struktur  der  Eph‐Rezeptoren  und  Ephrin‐Liganden  (nach 
Zhang  und  Hughes  (2006)).  Beide  GPI‐gebundene  EphrinA‐  und 
transmembrane  EphrinB‐Liganden  interagieren  mit  der  globulären 
Bindedomäne am N‐Terminus des Eph‐Rezeptors. Der globulären Domäne 
folgen eine Cystein‐reiche und  zwei  Fibronectin(III)‐Domänen.  Intrazellulär 
befindet  sich  die  Kinase‐Domäne,  mit  Tyrosin‐Phosphorylierungsstellen, 
sowie  eine  SAM‐  und  PDZ‐Domäne,  die  zur  Rezeptordimerisierung 




Eine  Interaktion  zwischen  den  Eph‐Rezeptoren  und  den  Ephrin‐Liganden  besteht 
vornehmlich  innerhalb der  jeweiligen  Subgruppe, mit Ausnahme  des Rezeptors  EphA4, 































zwischen  Eph‐Rezeptoren  und  Ephrin‐
Liganden  (nach  Zhang  and  Hughes  (2006)). 
Die  Linien  zwischen  den Gruppen  geben die 
möglichen  Interaktionen  zwischen  Rezeptor 
und Ligand an.  
 
Am  besten  untersucht  ist  die  Funktion  des  Eph/Ephrin‐Systems  in  der 
Neuroentwicklungsbiologie (Flanagan und Vanderhaeghen 1998; Holder und Klein 1999). 
Hier  kontrolliert  es  die  Navigation  und  Organisation  der  neuronalen  Gewebe.  So 
exprimieren  zum  Beispiel  die  Zellen  des  axonalen  Wachstumskegels  EphA‐Rezeptoren 
während  Zellen  des  umliegenden  Gewebes  EphrinA‐Liganden  exprimieren.  Über  einen 
EphrinA‐Gradienten  wird  die  Navigation  und  Orientierung  des  Axonenwachstums 




des  Rautenhirns  besteht  aus  sieben  Rhombomeren,  welche  alternierend  die  Eph‐
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1.3.1 Die Bedeutung des Eph/Ephrin Systems in der kardiovaskulären Physiologie 
Erste  Hinweise  für  die  Bedeutung  des  Eph/Ephrin  System  in  der  Angiogenese  gab  es 
bereits  1990,  als  EphrinA1  als  TNF‐α  induzierbares  Gen  in  Endothelzellen  gefunden 
wurde.  Dort  beeinflusst  es  über  Aktivierung  des  EphA2‐Rezeptors  die  Migration  von 
Endothelzellen und fördert die Kapillarbildung (Zhang und Hughes 2006).  
Eine entscheidende Funktion kommt den EphB‐Rezeptoren und deren EphrinB‐Liganden 
in  der  Entwicklung  des  Gefäßsystems  zu.  Bereits  vor  ihrer  morphologischen 
Diskriminierung  exprimieren  arterielle  Endothelzellen  EphrinB2,  während  venöse 
Endothelzellen  EphB4  exprimieren.  Mit  Hilfe  einer  funktionsdefizienten  EphrinB2‐
Mutante  konnte  gezeigt  werden,  dass  EphrinB2  nicht  nur  ein  Marker  für  arterielle 
Endothelzellen  ist,  sondern  auch  eine  entscheidende  funktionelle  Rolle  bei  der 
Entstehung des Gefäßsystems spielt (Wang et al. 1998; Adams et al. 1999). Während die 
Vaskulogenese, die Formierung eines primären Gefäßplexus, nicht beeinträchtigt  ist,  ist 
die  darauffolgende  Angiogenese,  die  Neubildung  von  Kapillaren  aus  prä‐existenten 
Gefäßen, sowie die Entwicklung des Herzens stark gestört. Diese Fehlbildungen führen zu 
einem  bereits  im  Embryonalstadium  letalen  Phänotyp,  der  dem  von  EphB4‐defizienten 
Mäusen sehr ähnlich ist (Gerety et al. 1999). 
Der  arterielle  Marker  EphrinB2  und  der  venöse  Marker  EphB4  sind  jedoch  nicht  die 
einzigen Liganden und Rezeptoren aus der B‐Subgruppe, welche an der Entwicklung des 
Gefäßsystems beteiligt  sind.  So wird EphrinB1  von arteriellen und  venösen, und EphB3 
von  venösen  und  einigen  arteriellen  Endothelzellen  exprimiert.  Zusätzlich  exprimieren 
Mesenchymzellen  in direkter Umgebung der Gefäße EphrinB2 und EphB2. Die Deletion 
von EphB2 oder EphB3  zeigt  keinen  auffälligen Phänotyp, wohingegen die  gleichzeitige 
Deletion beider Rezeptoren einen ähnlichen Phänotyp hervorbringt wie EphrinB2‐ bzw. 
EphB4‐defiziente Mäusen. Dies zeigt, dass die  Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand 
nicht nur auf die Kontaktstelle  zwischen Arterie und Vene beschränkt  ist,  sondern eine 
komplexere  zum  Teil  redundante  Interaktion  zwischen  diesen  Molekülen  vorliegt 
(Abbildung 1‐5). Weiterhin  ist das reverse Signal  in der EphrinB2‐Ligand‐exprimierenden 
Zelle  für die arteriovenöse Entwicklung notwendig. Mäuse mit einer EphrinB2‐Mutante, 
welcher  die  zytoplasmatische  Domäne  fehlt  (ΔEphrinB2),  zeigen  einen  ähnlichen 
vaskulären Phänotyp, wie Mäuse mit einer vollständigen Deletion von EphrinB2  (Adams 
et al. 2001).  




Systems  in  der  Entwicklung  des 
Gefäßsystems  (entnommen  aus 
Adams  und  Klein  (2000)). 
Interaktionen  zwischen  EphrinB2 
und  EphB4  an  der  Kontaktstelle 
zwischen  Arterie  und  Vene 
verhindern  möglicherweise  ein 
Vermischen der Endothelzellen oder 
stimulieren  die  Bildung  von  neuen 
Kapillaren.  (2)  Die  Ko‐Expression 
von  Rezeptor  und  Ligand  in  den 
Endothelzellen  trägt  eventuell  über 
eine  bidirektionale  Signal‐
transduktion  zur  interzellulären 




spielt möglicherweise  eine  Rolle  in 





Rezeptor‐  und  Liganden‐tragenden  Zellen.  In  der  Angiogenese  ist  die  Funktion  dieses 
Systems komplexer, da es sowohl repulsive als auch propulsive Signale vermitteln kann. 
So  besitzt  das  EphrinB2‐induzierte  vorwärtsgerichtete  Signal  in  der  EphB‐Rezeptorzelle 
einen  anti‐angiogenen  Effekt,  während  das  EphB4‐induzierte  reverse  Signal  in  der 
EphrinB2‐Ligandenzelle  von  angiogenem  Charakter  ist  und  so  zu  einer  erhöhten 
Migration, Adhäsion und Sprossenbildung führt (Füller et al. 2003). Diese repulsiven und 
propulsiven  Effekte  verhindern  ein  Vermischen  von  arteriellen  und  venösen 
Endothelzellen  und  kontrollieren  möglicherweise  die  Aufrechterhaltung  der 
arteriovenösen Grenze während der Angiogenese.  
Obwohl  Endothelzellen  EphrinB2  bzw.  EphB4  bereits  vor  ihrer  morphologischen 
Diskriminierung  in Arterie bzw. Vene exprimieren, deuten neuere Versuche darauf hin, 
dass es sich hierbei nicht um  intrinsische Marker handelt, sondern deren Expression von 
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der Mikroumgebung der Endothelzelle abhängig ist. So geht die Expression von EphrinB2 
in  ursprünglich  arteriellen  Endothelzellen  während  der  Zellkultur  teilweise  verloren, 




zyklische Dehnung  und  laminare  Schubspannung  beeinflussen  die  EphrinB2‐Expression. 




sie  zum Beispiel  im weiblichen Reproduktionsapparat vorkommt,  ist die Expression von 
EphrinB2  erhöht  (Gale  et  al.  2001).  Ein  weiterer  Remodellierungsprozess  in  adultem 
Gewebe ist die Arteriogenese, der Umbau von bereits existierenden kleinen Arterien und 
Arteriolen, welcher von biomechanischen Faktoren wie Blutfluss und Gefäßwanddehnung 
beeinflusst  wird.  Auch  hier  konnte  eine  funktionelle  Beteiligung  von  EphrinB2 
nachgewiesen  werden  (Limbourg  et  al.  2007;  Korff  et  al.  2008).  Doch  auch  in 
pathophysiologischen Remodellierungsprozessen wie der Tumorangiogenese kommt dem 
Eph/Ephrin‐System eine  funktionelle Bedeutung  zu.  So  ist EphrinB2 bei Brustkrebs und 
EphB4  in Dickdarm‐Karzinomen hochreguliert und  fördern so die Angiogenese  in diesen 
Tumoren (Cheng et al. 2002).  
Neben der  funktionellen Bedeutung  für das Blutgefäßsystem  ist das Eph/Ephrin‐System 





Liganden  aus  der  B‐Subgruppe,  die  eine wichtige  Funktion  bei  der  Stimulierung  dieser 
Zellen  einnehmen.  EphrinB1  ist  für  die  T‐Zell/T‐Zell‐Kommunikation  während  der 
Aktivierung wichtig, während EphrinB2 und EphrinB3 eine Rolle bei der Ko‐Stimulierung 
dieser  Zellen  spielen.  Die  Effekte  der  Ephrin‐Liganden  werden  über  eine  erhöhte 
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Aktivierung  pro‐inflammatorischer  Signalkaskaden  sowie  über  die  Herabsetzung  des 
Schwellenwertes für die Immunreaktion auf Antigene vermittelt (Wu und Luo 2005). 
Auch  Eph‐Rezeptoren werden  von  T‐Zellen  exprimiert.  Von  besonderer  Bedeutung  ist 
dabei der Rezeptor EphB6. Mäuse denen dieser Rezeptor  fehlt weisen eine gestörte T‐
Zell‐Funktion  und  verminderte  Immunreaktionen  auf.  Weiterhin  beeinflusst  die 
Expression von Eph‐Rezeptoren und Ephrin‐Liganden die Adhäsion von  Immunzellen. So 
ist die Adhäsion von Dendritische Zellen an Fibronektin durch EphA2 reguliert und EphA4 




mit  endothelialem  EphrinB2  an  der  Adhäsion  und  Transmigration  an  bzw.  durch  das 
Endothel beteiligt sind (Pfaff et al. 2008). Weiterhin konnte ein Zusammenhang zwischen 
inflammatorischer  Angiogenese  und  der  Expression  von  EphrinB2  auf  Makrophagen 
hergestellt  werden  (Yuan  et  al.  2004).  EphrinB2  aktiviert  das  endotheliale  EphB4  in 
Venolen, wodurch die Expression von Syndecan‐1  in den Endothelzellen erhöht wird. Ob 
und welchen Einfluss dieses System auf die Aktivierung der Monozyten hat und inwieweit 
es  an  Interaktionen  zwischen  dem  Eph/Ephrin‐System  auf  den  verschiedenen 
Leukozytenarten kommt, ist bisher noch ungeklärt. 
Diese  Befunde  führten  zu  der  Annahme,  dass  dem  Eph/Ephrin‐System  nicht  nur  eine 
Bedeutung  für  die  Entwicklung  des  Gefäßsystems  zukommt,  sondern  auch  für  dessen 
Homöostase  im  adulten  System  entscheidend  ist.  Die  Expression  und  Funktion  des 
Eph/Ephrin‐Systems  in  Immunzellen  lässt  jedoch  auf  eine wesentlich  komplexere  Rolle 
dieses  Systems  bei  der  Aufrechterhaltung  der  (patho‐)physiologischen  Gefäßfunktion 
schließen.     
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1.4 Fragestellung dieser Arbeit 
Die komplexe Rolle des Eph/Ephrin‐Systems,  insbesondere des venösen Markers EphB4 
und  des  arteriellen  Markers  EphrinB2,  in  der  embryonalen  Gefäßentwicklung,  der 
Vaskulogenese,  als  auch  der  Neubildung  von  Gefäßen,  der  Angiogenese,  ist  bereits 
umfassend  untersucht.  Obwohl  das  arteriovenöse  Expressionsmuster  von  EphB4  und 
EphrinB2  im adulten Gefäßsystem größtenteils erhalten bleibt,  ist deren Expression und 
Funktion  hier  noch weitestgehend  unbekannt.  Vorarbeiten  der  Arbeitsgruppe  zeigten, 
dass  EphrinB2  auf  der  luminalen  Seite  der  Endothelzellen  exprimiert  wird.  Weiterhin 
konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Expression  von  EphrinB2  bei  dehnungsabhängigen 
Remodellierungsprozessen  im adulten Gefäßsystem, wie zum Beispiel der Arteriogenese 
hochreguliert  ist.  Vor  diesem  Hintergrund  hatte  die  hier  vorgestellte  Arbeit  folgende 
Ziele: 
 
I. Bestimmung  der  EphrinB2‐Expression  ex  vivo  in  unterschiedlichen  arteriellen 
Gefäßregionen, insbesondere an arteriosklerotischen Prädilektionsstellen. 
II. Im Hinblick auf die  luminale Expression von EphrinB2  in den Endothelzellen  sollte 
untersucht  werden,  ob  EphrinB2  eine  Interaktion  mit  EphB‐exprimierenden 
Immunzellen vermitteln kann. 
III. Basierend  auf  den  Ergebnissen  der  ersten  beiden  Untersuchungen  sollte  der 
funktionelle  Einfluss  von  endothelialem  EphrinB2  auf  die  Aktivierung  von  EphB‐
exprimierenden  Immunzellen  im  Hinblick  auf  eine  Beteiligung  an  dem 
Gefäßwandumbau  im  Bereich  arteriosklerotischer  Prädilektionsstellen  untersucht 
werden.  






















































von  Zellkulturoberflächen  wurde  ein  lösliches,  rekombinantes  EphrinB2  (s‐EphrinB2) 
verwendet.  Im  Rahmen  der  funktionellen  Validierung  dieses  Proteins  wurde  dessen 
Einfluss  auf  den  Phosphorylierungszustand  der  Rezeptoren  bzw.  die  Aktivierung  der 
Monozyten  getestet. Mit  Hilfe  eines  SDS‐Gels  unter  nicht  reduzierenden  Bedingungen 
und anschließendem WesternBlot wurde zunächst überprüft, ob das Protein als Monomer  
oder Dimer  vorliegt. Der größte Anteil des  s‐EphrinB2  liegt als Monomer  vor, während 
rekombinantes  EphrinB2‐Fc  (R&D  Systems)  Homodimere  und  Multimere  bildet 
(Abbildung 2‐1 A). Weiterhin wurde überprüft, ob der Rezeptor EphB2 nach  Inkubation 
der  Monozyten  mit  dem  monomeren  s‐EphrinB2  phosphoryliert  wird  bzw.  ob  die 
Monozyten pro‐inflammatorisch aktiviert werden (Abbildung 2‐1 B). Es wurde weder eine 




Eph‐Rezeptoren  führen.  Zusätzlich  wurde  überprüft,  ob  der  intrinsische  Fc‐Teil  des  s‐
EphrinB2 über den Fc‐Rezeptor zu einer unspezifischen Aktivierung der Monozyten führt.  
Inkubation der Monoyzten mit s‐EphrinB2 (4 µg/mL) zeigte keine erhöhte Expression des 
pro‐inflammatorischen  Markers  IL‐1β im  Vergleich  zu  Monozyten  auf  einer  IgG‐
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beschichteten  Kontroll‐Oberfläche  (Abbildung  2‐1  D).  Diese  Ergebnisse  bildeten  die 






































































und EphrinB2‐Fc  zeigt, dass ein Großteil des  s‐EphrinB2 als Monomer  (ca. 50 kDa) und nur  zu 
einem  kleinem  Teil  als  Dimer  (ca.  100 kDa)  vorliegt,  während  das  EphrinB2‐Fc  Dimere  bei 
100 kDa  und  Tetramere  bei  200 kDA  bildet  (A).  Der monozytäre  EphB2‐Rezeptor wird  durch 
Inkubation mit s‐EphrinB2 nicht phosporyliert (B). Die Inkubation mit s‐EphrinB2 hat keinen oder 































































































































































Für die  semi‐quantitative PCR wurden  jeweils 5 ng  cDNA eingesetzt.   Die PCR‐Produkte 
wurden  auf  einem  1,5%igem  (w/v)  Agarosegel  mit  0,004%  (v/v)  Ethidiumbromid 
aufgetrennt. Die Detektion der Banden erfolgte mittels Quantity‐One (Bio‐Rad) während 


















































































gewaschen  und  anschließend  lysiert.  Dazu  wurden  die  Zellen  mit  Lysispuffer  für 






Proteine  anschließend  mittels  WetBlot  auf  eine  PVDF‐  bzw.  Nitrozellulose‐Membran 
übertragen. Als Größenstandard wurde der Bio‐Rad Precision Plus Protein Kaleidoscope 
prestained  standard  verwendet.  Zielproteine  wurden  mit  Hilfe  von  Primärantikörpern 
markiert  und  über  eine  Chemilumineszenzreaktion  (ECL‐Reagenz  Plus)  durch  die  an 
entsprechende  Sekundärantikörper  gekoppelte  HRP  detektiert.  Die  densitometrische 





































Die  Lösung  wurde  bei  60°C  inkubiert  bis 




































Die  Aorta,  der  Aortenbogen  und  die  Femoralarterie  von Wildtyp  C56Bl/6‐  sowie  LDL‐
Rezeptor  bzw.  ApoE‐defizienten  Mäusen  wurden  entnommen  und  mindestens 
24 Stunden  bei  4°C  in  Zink‐Fixanz  fixiert.  Danach  wurden  die  Gefäße  durch  eine 
Alkoholreihe  für  jeweils 2 Stunden mit 70%, 85%, 96%igem Ethanol und  Isopropanol bei 
Raumtemperatur entwässert und anschließend in Paraffin eingebettet. Für die Färbungen 
wurden  mit  Hilfe  eines  Rotationsmikrotoms  5 µm  Schnitte  angefertigt.  In  Paraffin‐
eingebettete Aortenbögen von DOCA‐Salt behandelten Mäusen wurden von Anja Feldner 
zur Verfügung gestellt. 
THP‐1‐Zellen  und  humane  Monozyten  wurden  mittels  Zentrifugation  sedimentiert,  in 
Zink‐Fixanz  fixiert  und  anschließend  ebenfalls  über  die Alkoholreihe  entwässert  und  in 







































Um  die  Identität  der  EphrinB2‐exprimierenden  Zellen  zu  analysieren,  wurden 




wurde  über  das DakoEnvision‐,  sowie  dem  TSA‐Cy3‐System  (siehe  Protokoll)  verstärkt. 
Zellkerne wurden mit Höchst33258 gefärbt.  
Um  die  Expression  der  EphB‐Rezeptoren  von  Monozyten  und  THP‐1‐Zellen  zu 
untersuchen,  wurden  Doppelfärbungen  des  entsprechenden  Rezeptors  zusammen  mit 
CD31  durchgeführt.  Die  Proteinexpression  der  EphB‐Rezeptoren  wurden  unter 































Die  in  dieser  Arbeit  verwendeten  Schweineaortenendothelzellen  (porcine  aortic 
endothelial  cells/PAEC)  sind mit  humanen  EphrinB2  bzw.  einem  trunkiertem  EphrinB2 
 
3 Methoden     29
(ΔEphrinB2)  stabil  transfiziert  (siehe  3.4.2).  Als  Expressionskontrolle  der  Transgene 
wurden EphrinB2 bzw. ΔEphrinB2 mit Hilfe von Receptorbodys gefärbt. Hierzu wurden die 
Zellen  zunächst  für  15 Minuten  bei  4°C  in  eiskaltem Methanol  fixiert  und  getrocknet. 
Anschließend wurde mit einem 10%igen  (v/v) Ziegen‐Serum geblockt und die Zellen  für 
1 Stunde mit rekombinantem EphrinB2‐Fc  für die Färbung von EphB4 bzw. EphB4‐Fc  für 
die  Färbung  von EphrinB2/ΔEphrinB2  inkubiert. Die Detektion erfolgte über einen Cy3‐
gekoppelten  anti‐human  IgG  Antikörper.  Diese  Färbung  wurde  ebenfalls  nach  den 
Transmigrationsassays  zur  Färbung  der  Endothelzellen  auf  den  Membranen  in 




Zur  Lokalisation  arteriosklerotischer  Plaques  wurden  die  Aortenbögen  von  ApoE‐
defizienten  Mäusen  (Alter:  1  Jahr)  isoliert  in  3,7%  Formaldehyd  fixiert,  kurz  in 
destilliertem Wasser gewaschen und über Nacht bei Raumtemperatur mit Sudan(III)Rot 
gefärbt.  Um  nicht‐spezifische  Färbungen  zu  entfernen,  wurden  die  Aortenbögen  über 





Humane  Leukozyten wurden  aus Buffy‐Coat Präparaten  isoliert. Dazu wurden  zunächst 
die  mononukleären  Zellen  über  einen  Ficoll‐Gradienten  (Zentrifugation:  550 g,  20 






































erste  Stufe  (63%)  wurden  5 mL,  für  die  dritte  Stufe  (45%)  13 mL  und  für  die 





Schweineaortenendothelzellen  (Porcine  aortic  endothelial  cells/PAEC)  wurden  in  T75‐
Zellkulturflaschen in F12‐Nut Medium mit 10% FCS, 5 µg/mL Gentamycin und 500 µg/mL 
des  Selektionsantibiotikums G418  kultiviert. Die  verwendeten  PAEC  sind mit  humanen 





Die  humane,  monozytische  Zelllinie  THP‐1  wurde  in  Zellkultur‐Suspensionsflaschen  in 






















Die  Expression  der  EphB‐Rezeptoren  in  Monozyten  wurde  mittels  PCR  und 
immunhistologisch  an  Zellfärbungen  untersucht. Um  zu  überprüfen,  ob  die  Expression 
dieser  Rezeptoren  von  pro‐inflammatorischen  Stimuli  abhängig  ist,  wurden  die 
Monozyten mit TNF‐α, INF‐γ, sowie LPS verschiedener Serotypen stimuliert. Dazu wurden 
2x106  frisch  isolierte  Monozyten  in  1 mL  F12‐Nut  Medium  in  einer  12‐well  Platte  für 
24 Stunden  mit  den  entsprechenden  Zytokinen  (Tabelle  3‐4)  stimuliert.  Für  die 
Stimulation mit  LPS wurden  die Monozyten  zunächst  18 Stunden mit  0,3 µg/mL  INF‐γ 
vorstimuliert und anschließend für weitere 6 Stunden mit LPS stimuliert. Zur Analyse der 







Tabelle  3‐4:  Für  die  Stimulation  eingesetzte  Zytokine  und  Lipopolysaccharide  mit  den 
verwendeten Endkonzentrationen. 
Zytokin  Endkonzentration  Zytokin  Endkonzentration 
TNF‐α  0,5 ng/mL  LPS E.coli 055:B5  1 µg/mL 
INF‐γ  1 µg/mL bzw. 0,3 µg/mL  LPS E.coli 0127:B8  1 µg/mL 





und  sich  so  zu Makrophagen  differenzieren. Nach  24 Stunden wurden  die  adhärenten 
Zellen  mit  HBSS  gewaschen  und  die  RNA  isoliert.  Die  Expression  des 
Makrophagenmarkers CD68 und die Expression der EphB‐Rezeptoren wurden sowohl  in 










der  unbinding  events  korreliert  mit  dem  Lösen  von  einzelnen  Rezeptor‐Liganden‐











in  die  Gefäßsegmente  injiziert,  wobei  nach  0,5 mL  eine  Inkubation  von  5 Minuten 
durchgeführt  wurde.  Die  Arterien  wurden  mehrmals  mit  HBSS  gespült,  mit  3,7% 
Formaldehyd  fixiert und die Anzahl an adhärenten THP‐1‐Zellen  in den  intakten Gefäß‐
Segmenten  mit  dem  Fluoreszenzmikroskop  bestimmt.  Zur  Inhibierung  der 





mit  fixiertem  Gefäßsegment.  Das 
Gefäßsegment  wurde  in  die 
Perfusionskammer  fixiert  und 






Zur  Untersuchung  des  Einflusses  von  EphrinB2  auf  die  migratorische  Aktivität  von 
Monozyten wurde ein µ‐Dish mit Plastikboden (Ibidi) mit 100 µL einer 2 µg/mL EphrinB2‐ 
bzw.  BSA‐Lösung  beschichtet  und  mit  1,5x106  Monozyten  in  1,5 mL  Medium  für 
60 Minuten inkubiert. Dabei wurde eine Aufnahme von einem Bild pro 30 Sekunden und 
einem  TIRF‐Mikroskop  (10er  Objektiv,  differential  interference  contrast,  Nikon  Image 
Center,  Heidelberg)  gestartet.  Es wurde  die  Anzahl  der  adhärenten  und migrierenden 










in  eine  Perfusionskammer  eingesetzt.  Anschließend  wurden  600 µL  einer  Monozyten‐




Zellen  bestimmt.  Als  „transmigrierende“  Zellen  wurden  Monozyten  gewertet,  welche 











Membran mit Zellen Medium mit MCP-1
Membran mit Zellen














wurde  500 µL  Medium  mit  100 ng/µL  MCP‐1  pipettiert.  Humane  Monozyten  wurden 
isoliert,  über  Nacht  inkubiert  und  pro  Well  wurden  3x105  Zellen  in  300 µL  Medium 
eingesetzt.  Zur  Inhibierung  der  Endothelzell/Monozyten‐Interaktion  wurde  4 µg/mL  s‐





Eine  Zellkulturschale  (Durchmesser:  60 mm)  wurde  mit  1 mL  einer  2 µg/mL  Lösung 
(entspricht ca. 0,07 µg/cm2) BSA, monomeren EphrinB2 bzw. monomeren EphB4  für 30 
Minuten  bei  Raumtemperatur  beschichtet  und  zweimal  mit  HBSS  gewaschen.  THP‐1‐
Zellen  (5x106  Zellen/2 mL  in  F12‐Nut Medium) wurden  für  5 Stunden  (mRNA‐Analyse) 
bzw.  18 Stunden  (Protein‐Analyse/Zytokin‐Array)  auf  der  beschichteten  Oberfläche  bei 
37°C inkubiert. Für die Analyse des mRNA‐Expressionsmusters wurden die nach 5 Stunden 
adhärenten Zellen mit HBSS gewaschen und  lysiert, während  für die Untersuchung der 
sekretierten Proteine mit Hilfe des  Zytokin‐Arrays der Überstand der  Zellen  verwendet 




well Platte  kultiviert und mit 2x106  THP‐1‐Zellen  in 1,5 mL Medium  für 18 Stunden  ko‐





Atherosklerosis DNA‐Makro‐Array  (GE  SuperArray) untersucht. Dazu wurde die  isolierte 






Array  inkubiert,  wodurch  sie  auf  den  entsprechenden  Array‐Sonden  hybridisiert.  Die 
hybridisierte  RNA wurde  über  eine  Chemilumineszenzreaktion  (ECL‐Reaktion) mit Hilfe 
eines  Streptavidin‐  und  HRP‐konjugierten  Antikörpers  detektiert.  Zur  Auswertung  des 





Zellen  wurde  entnommen,  mittels  Zentrifugation  von  Zellen  geklärt  und  nach 
Herstellerangaben mit dem Human Antibody Cytokine Array  III  (Ray Biotech) analysiert. 
Das  geklärte  Lysat wurde  auf  der  Array‐Membran  inkubiert, wodurch  die  Proteine  im 
Lysat an die entsprechenden Antikörper auf der Membran binden. Anschließend wurden 
die Proben wieder mit Antikörpern gegen die gebundenen Proteine  inkubiert und über 
eine  Chemilumineszenzreaktion  (ECL‐Reagenz)  mit  Hilfe  eines  HRP‐konjugierten 




Alle  Resultate  sind  als  Mittelwert±Standardabweichung  angegeben.  Unterschiede 
zwischen den Gruppen wurden mittels Student´s t‐test unter Anwendung des Programms 







Das  arterielle  Markermolekül  EphrinB2  wird  in  Endothelzellen  und  vaskulären  glatten 
Muskelzellen  exprimiert  und  spielt  eine  entscheidende  Rolle  für  die  Etablierung  der 
arteriovenösen Gefäßarchitektur. Während der Einfluss von EphrinB2 auf die Neubildung 
von  Blutgefäßen  (Angiogenese)  bereits  weitergehend  untersucht  wurde,  ist  die 
Expression  und  Funktion  von  EphrinB2  in  adulten  Arterien  bisher  kaum  bekannt.  Vor 
diesem Hintergrund wurde die Expression von EphrinB2  im adulten System untersucht. 
Anhand  von  immunhistochemischen  Analysen  des  arteriellen  Gefäßsystems  von 
Wildtypmäusen  konnte  zunächst  die  luminale  Expression  dieses  Proteins  in  den 
Endothelzellen bestätigt werden (Abbildung 4‐1). Ferner konnte gezeigt werden, dass die 
Protein‐Expression von EphrinB2  in den Arterien unterschiedlich stark  ist.  In herzfernen 
Arterien wie zum Beispiel der A. femoralis oder Verzweigungen der A. mesenterica wurde 











Abbildung  4‐1:  Luminale  Expression  von 
EphrinB2. Die  Fluoreszenzfärbung  einer  Aorta 
aus  Wildtyp‐Mäusen  zeigt  die  lumianle 
Expression  von  endothelialem  EphrinB2  (rot; 












































Abbildung  4‐2:  Variable  Expressionsstärke  von  EphrinB2  in  verschiedenen  Mausarterien. 
Densitometrische Analyse von DAB‐Färbungen von endothelialem EphrinB2 (B, D und F: Pfeile; 
A,  C  und  E:  entsprechende  CD31‐Färbung)  in  Paraffin‐Schnitten  von  Mausgefäßen 
unterschiedlicher Größe  (A und B: Aorta; C und D: Femoralarterie; E und F: Verzweigung der 
Mesenterialarterie;  G:  ***p<0,001  vs.  Aorta,  *p<0,05  vs.  Aorta,  n=3‐10,  Maßbalken 
entsprechen jeweils 50 µm). 






















































eine  erhöhte  Protein‐Expression  von  EphrinB2  (A:  rot:  EphrinB2;  B:  grün:  CD31  C:  beide 
Fluoreszenzkanäle, Maßbalken entsprechen jeweils 100 µm) an den inneren Kurvaturen (Pfeil in 




Um  zu  überprüfen,  ob  zyklische  Dehnung  die  EphrinB2‐Expression  im  Aortenbogen 
beeinflusst, wurde  sie  analog  im  Aortenbogen  von  hypertensiven Mäusen  untersucht. 










































von hypertensiven Mäusen. Die  Fluoreszenzfärbung  einer Bifurkation des Aortenbogens  von 
hypertensiven Mäusen zeigt eine erhöhte Protein‐Expression von EphrinB2 (A: rot: EphrinB2; B: 
grün:  CD31  C:  beide  Fluoreszenzkanäle,  Maßbalken  entsprechen  jeweils  100 µm)  an  den 





Frühere  Ergebnisse  der  Arbeitsgruppe  deuteten  an,  dass  EphrinB2  Teilschritte  der 
Arteriogenese,  einem  pro‐inflammatorischen  Remodellierungsprozess  kleiner  Arterien, 
reguliert.  Einen  zumindest  initial  ähnlichen  Remodellierungsprozess  stellt  die 
Arteriosklerose  dar.  Basierend  darauf, wurde  die Hypothese  aufgestellt,  dass  EphrinB2 

















Abbildung  4‐6:  Lokalisationsanalyse  von  erhöhter  EphrinB2‐Expression  und 
arteriosklerotischen  Plaques.  Ein  Vergleich  der  Lokalisation  von  der  EphrinB2‐Expression  in 





Basierend  auf  den  vorherigen  Ergebnissen  –  erhöhte  Expression  von  EphrinB2  an 
arteriosklerotischen  Prädilektionsstellen  in  Wildtypmäusen  –  wurde  die    EphrinB2‐
Expression  in  den  Plaques  von  ApoE‐defizienten  Mäusen  untersucht.  Es  wurde  eine 
heterogene  Verteilung  von  EphrinB2  in  den  Plaque‐bedeckenden  Endothelzellen 
















(Pfeilkopf  in  A)  Endothelzellen 
sowie  CD31‐positive  Zellen  in  der 
Neointima  (Pfeil  in A)  exprimieren 








Grün:  SMA;  D:  rot:  EphrinB2; 
Maßbalken:  jeweils  25 µm) 
exprimieren  EphrinB2.  Im  Plaque 
lokalisierte  Makrophagen  sind 
teilweise EphrinB2‐positiv (Pfeile in 
E  und  F)  und  teilweise  EphrinB2‐
negativ  (Pfeilkopf  in  E  und  F:  E: 










wurden  diese  in  zwei  Gruppen  unterteilt:  Eine  Gruppe  mit  einer  niedrigen 
Expressionsstärke  an  endothelialem  EphrinB2  und  eine  Gruppe  mit  einer  hohen 
Expressionsstärke  an  endothelialem  EphrinB2.  Analysen  dieser  Läsionen  ergab  eine 
unterschiedliche  Anzahl  von  Makrophagen  in  diesen  Plaques.  Die  Anzahl  von 
Makrophagen  in  den  Plaques  mit  hoher  EphrinB2‐Expression  ist  signifikant  erhöht 




























Abbildung  4‐8:  Analyse  der  Makrophagenanzahl  in  arteriosklerotischen  Läsionen.  Die 
arteriosklerotischen  Läsionen  von  ApoE‐defizienten  Mäusen  wurden  abhängig  von  der 
endothelialen  EphrinB2‐Expressionsstärke  (A:  niedrige  EphrinB2‐Expression  –  geringes 
Fluoreszenzsignal; B: hohe EphrinB2‐Expression – starkes Fluoreszenzsignal; rot: EphrinB2; Pfeil 
in A und B)  in zwei Gruppen unterteilt. Die Anzahl von Makrophagen  (C und D: grün: Mac‐3; 
blau: Zellkerne, Pfeile  in C und Vergrößerung aus D)  in den entsprechenden Plaques  ist  in den 













beeinflusst  wird.  Des  Weiteren  spielt  die  pro‐inflammatorsiche  Aktivierung  der 
Endothelzellen  und  einwandernder  Monozyten  eine  Rolle  bei  der  Entwicklung  von 
Arteriosklerose. Basierend auf diesen Grundlagen wurde  in der vorliegenden Arbeit der 
Einfluss  von  pro‐inflammatorischen  Zytokinen  auf  die  Expression  von  EphrinB2  in 
Endothelzellen  untersucht.  Eine  Stimulation  von  HUVEC  mit  TNF‐α  und  INF‐γ  zeigte 
jedoch  keine  langfristige  Regulation  (Abbildung  4‐9).  Es  konnte  nur  eine  kurzfristige 



































Abbildung  4‐9:  EphrinB2‐Expression  in  Zytokin‐stimulierten  humanen 
Endothelzellen.  Die  mRNA‐Expression  von  EphrinB2  in  Endothelzellen 
wurde  langfristig  nicht  durch  pro‐inflammatorische  Zytokine  stimuliert. 
Nach 6 Stunden  Stimulation mit TNF‐α wurde die mRNA‐Expression  von 





zu  einer  vermehrten  Rekrutierung  und  Aktivierung  von  Monozyten.  Die  Korrelation 




Monozyten  hin.  In  diesem  Zusammenhang wurde  die  Interaktion  von Monozyten mit 
endothelialem  EphrinB2  untersucht.  Frühere  Veröffentlichungen  zeigten,  dass 
zirkulierende  Blutzellen,  wie  T‐Zellen  und  Monozyten,  EphB‐Rezeptoren  exprimieren 
(Pfaff et al. 2006; Pfaff et al. 2008). In Übereinstimmung mit diesen Publikationen konnte 
in der  vorliegenden Arbeit  gezeigt werden, dass  frisch  isolierte Monozyten ebenso wie 
THP‐1‐Zellen  (humane  Monozyten‐Zelllinie)  die  EphB‐Rezeptoren  1  bis  4  exprimieren, 
welche  an  der  Oberfläche  lokalisiert  sind  (Abbildung  4‐10).  Aufbauend  auf  diesem 
Ergebnis  wurde  die  Regulation  dieser  Expression  in  Monozyten  und  THP‐1‐Zellen 
untersucht.  Eine  Inkubation  der Monozyten  mit  den  pro‐inflammatorischen  Zytokinen 
INF‐γ  oder  TNF‐α hatte  keinen  Einfluss  auf  die  Expression  der  EphB‐Rezeptoren 
(Abbildung 4‐11). Es zeigte sich  jedoch, dass der Rezeptor EphB2 bei der Differenzierung 
von  Monozyten  zu  Makrophagen  hochreguliert  wird  (Abbildung  4‐12).  Diese 
Differenzierung  erfolgte  durch  Adhäsion  der  Monozyten  an  eine  Plastikoberfläche  für 
















Monozyten.  Die  Fluoreszenzfärbungen  von  Schnitten  Paraffin‐
eingebetteter  Monozyten  (A‐C)  als  auch  THP‐1‐Zellen  (D‐E)  zeigen  die 
Oberflächenlokalisation der EphB‐Rezeptoren  (rot; Maßbalken:  jeweils 25 
































































Abbildung  4‐11:  Expression  der  EphB‐Rezeptoren  in  Zytokin‐stimulierten  Monozyten.  Die 
Fluoreszenzfärbungen  von  Schnitten  Paraffin‐eingebetter  Monozyten  zeigen,  dass  die 
Expression  der  EphB‐Rezeptoren  als  auch  des  Liganden  EphrinB2  unabhängig  von  einer 
Stimulation mit  INF‐γ oder TNF‐α  ist  (A, D, G,  J: Kontrolle: B, E, H, K:  INF‐γ; C, F,  I,  L: TNF‐α; 















































Abbildung  4‐12:  Analyse  der  EphB‐Rezeptor‐Expression  während  der  Differenzierung  von 
Monozyt  zu Makrophage. Repräsentative PCR und  statistische Zusammenfassung der mRNA‐
Expression  der  EphB‐Rezeptoren  und  des  Makrophagenmarkers  CD68  von  frisch  isolierten 
Monozyten  (susp.) und Monozyten, die  für 24 Stunden auf einer Plastikoberfläche adhärieren 
konnten  (adh.),  zeigen, dass  EphB2  (*p<0,05  vs.  susp., n=4) und CD68  (CD68  ***p<0,001  vs. 











wurde  die  Adhäsion  von  Monozyten  an  eine  EphrinB2‐beschichtete  Oberfläche 
untersucht. Es zeigte sich, dass Monozyten in der Tat mit EphrinB2 auf der Oberfläche der 



























Abbildung  4‐13:  Analyse  der  Adhäsion  von  Monozyten  an  eine  EphrinB2‐beschichtete 
Oberfläche. Die Anzahl adhärierender Monozyten an eine EphrinB2‐beschichtete Oberfläche ist 
größer als die an eine BSA‐beschichtete Oberfläche. Die Anzahl adhärenter Monozyten ist dabei 
abhängig  von  der  EphrinB2‐Dichte  auf  der  Oberfläche  (Die  Zahl  im  Bild  gibt  die  Anzahl 
adhärenter Monozyten pro Gesichtsfeld an; Maßbalken: 200 µm).  
 
Zusätzlich  wurde  die  Spezifität  dieser  Interaktion  in  vitro  mittels  der 
Rasterkraftmikroskopie  (atomic  force microscopy)  analysiert. Hierzu wurde  eine  THP‐1‐
Zelle  an  die  Spitze  der  Messnadel  (Kantilever)  des  Mikroskops  geheftet,  auf  eine 
EphrinB2‐beschichtete Oberfläche gedrückt und anschließend die Kraft gemessen, welche 
aufgebracht werden musste, um die Zelle wieder von der Oberfläche  zu entfernen. Die 
Zahl  der  dabei  auftretenden  unbinding  events  ermöglichte  eine  Aussage  über  die 
Spezifität der Bindung, da diese mit der Zahl der einzelnen Liganden/Rezeptor‐Bindungen 
korreliert.  Die  Zahl  dieser  unbinding  events  war  auf  einer  EphrinB2‐beschichteten 

































Abbildung  4‐14:  Rasterkraftmikroskopie  der  Adhäsion  von  THP‐1‐Zellen  an  einer  EphrinB2‐
beschichteten Oberfläche.  Eine  einzelne  THP‐1‐Zelle wurde an  die  Spitze  der Messnadel  des 
Rasterkraftmikroskops geheftet (A) und auf eine BSA‐ bzw. EphrinB2‐beschichtete Oberfläche (C: 
Fluoreszenzfärbung  der  EphrinB2‐Oberfläche)  gebracht.  Die  spezifische  Interaktion  zwischen 
Zelle und Protein‐Beschichtung wurde durch die Anzahl der unbinding events bestimmt, welche 
zum Ablösen der Zelle von der Oberfläche benötigt werden  (B: Repräsentatives Beispiel eines 
force‐distance  plots  von  einer  THP‐1‐Zelle  an  einer  EphrinB2‐beschichteten  Oberfläche).  Die 
quantitative Auswertung von 4 Experimenten mit jeweils mind. 26 Messkurven, wobei mit einer 




Weiterhin  wurde  die  Interaktion  von  Monozyten  mit  endothelialem  EphrinB2  ex  vivo 
durch  die  Adhäsion  von  fluoreszenzmarkierten  THP‐1‐Zellen  an  die  Endothelzellen  in 
isolierten Mausgefäßen untersucht. Dazu wurden einerseits Aorten verwendet, da diese 
ein  hohes  EphrinB2‐Expressionsniveau  aufweisen  und  andererseits  Abgänge  von 
Mesenterialarterien, die ein geringes EphrinB2‐Expressionsniveau haben. Die Expression 
des Adhäsionsmoleküls ICAM‐1 ist hingegen in beiden Arterien vergleichbar (Abbildung 4‐
15  A‐F). Während  die  THP‐1‐Zellen  unter  quasi  stationären  Bedingungen  an  die  Aorta 
adhärierten, war dies bei den Mesenterialarterien nicht der Fall (Abbildung 4‐15 G, I und 













































Abbildung  4‐15:  Untersuchung  der  Interaktion  von  Monozyten  mit  intakten  Gefäß‐
Segmenten  der  Maus.  Die  Adhäsion  von  fluoreszenzmarkierten  THP‐1‐Zellen  an  isolierte 
Arterien  von  Wildtyp‐Mäusen  ist  vom  Grad  der  EphrinB2‐Expression  in  diesen  Gefäßen 
abhängig (A, B, C: Aorta; D, E, F: Abzweigung der Mesenterialarterie; rot: EphrinB2; grün: CD31, 







Eine  durch  Interaktion mit  EphrinB2‐Dimeren  hervorgerufene  Dimerisierung  der  EphB‐




die  EphB‐Phosphorylierung  in  Monozyten  hat,  wurde  exemplarisch  die  EphB2‐
Phosphorylierung in EphrinB2‐stimulierten Monozyten untersucht. WesternBlot Analysen 






















Abbildung  4‐16:  Analyse  der  Phosphorylierung  des 
EphB2‐Rezeptors  nach  Interaktion  mit  EphrinB2. 
Western  Blot‐Analysen  zeigen  die  Phosphorylierung 
des monozytären EphB2‐Rezeptors nach Kontakt mit 





an  das  Endothel,  sondern  auch  eine  Infiltration  dieser  Zellen  in  die  Gefäßwand 
voraussetzt, wurde untersucht, ob die Aktivierung monozytärer EphB‐Rezeptoren durch 
endotheliales EphrinB2 zu einer erhöhten Migration führt. Mit Hilfe videomikroskopischer 
Techniken wurde  die migratorische  Aktivität  von Monozyten  auf  einer  EphrinB2‐  bzw. 
BSA‐beschichteten Oberfläche analysiert. Es zeigte sich, dass nicht nur die Adhäsion der 
Monozyten  an  die  EphrinB2‐beschichtete  Oberfläche,  sondern  auch  die  Bildung  von 
































Stimulation.  Im  Vergleich  zu  Monozyten,  die  auf  einer  BSA‐beschichteten  Oberfläche  (A) 
kultiviert wurden,  zeigten Monozyten  auf  einer  EphrinB2‐beschichteten  Oberfläche  (B)  eine 
erhöhte migratorische Aktivität und  eine  signifikant  erhöhte  Pseudopodienbildung  (B:  Pfeile; 
Maßbalken:  50 µm;  C:  **p<0,01  vs.  BSA‐Oberfläche;  Analyse  von  je  10  migrierenden 
Monozyten zu 10 verschiedenen Zeitpunkten der Videomikroskopie‐Aufnahme).  
 
Zusätzliche  Videomikroskopieaufnahmen  von  Monozyten  auf  EphrinB2‐
überexprimierenden  Schweineaortenendothelzellen  (PAEC)  zeigten,  dass  nicht  nur  die 
migratorische Aktivität der Monozyten durch EphrinB2 erhöht wird, sondern deuten auch 
eine Beteiligung von EphrinB2 an der Transmigration dieser Zellen an.  (Abbildung 4‐18). 



























Abbildung  4‐18:  Analyse  der  Transmigration  von 
Monozyten  auf  Endothelzellen.  Videomikroskopie‐
aufnahmen von Monozyten auf PAEC zeigen eine  leicht 
erhöhte  „Transmigration“  der  Monozyten  auf  den 




Aufbauend  auf  diesen  initialen  Ergebnissen  wurden  die  weiteren 
Transmigrationsversuche im Transwell‐Ansatz durchgeführt. Diese Versuche zeigten, dass 
bei  der  MCP‐1  induzierten  Transmigration  von  Monozyten  durch  EphrinB2‐
überexprimierende  PAEC  eine  Akkumulation  des  endothelialen  EphrinB2  an  der 







Abbildung  4‐19:  Analyse  der  Interaktion 
zwischen  Monozyt  und  Endothelzelle 
während  der  Transmigration.  Die 
Fluoreszenzfärbungen  von  transmigrierenden 
Monozyten (A: grün: CD31) bzw. THP‐1‐Zellen 
(B:  grün:  CD31)  durch  EphrinB2‐
überexprimierende  Endothelzellen  (A  und  B: 
PAEC; rot: EphrinB2) zeigen, dass EphrinB2 an 




































Monozyten  durch  Endothelzellen.  Die  MCP‐1‐
stimulierte Transmigration von Monozyten durch 
einen  Monolayer  von  HUVEC  wurde  durch  die 




4.5  Einfluss  von  EphrinB2  auf  die  pro‐inflammatorische  Aktivierung  von 
Monozyten 
Bei  der  Arteriosklerose  handelt  es  sich  um  eine  chronisch‐rezidivierende 
Entzündungserkrankung, die mit einer Freisetzung von pro‐inflammatorischen Zytokinen 
in der Gefäßwand einhergeht. Aufbauend auf den zuvor gezeigten Ergebnissen, die darauf 
hindeuten,  dass  EphrinB2  einen  Einfluss  auf  die  Migration  und  Transmigration  von 
Monozyten  besitzt,  wurde  nun  untersucht,  ob  die  Interaktion  mit  EphrinB2  die 
Monozyten  auch  pro‐inflammatorisch  aktiviert.  Dazu  wurden  THP‐1‐Zellen  auf  einer 
EphrinB2‐beschichteten Oberfläche inkubiert und deren Aktivierung mit Hilfe eines DNA‐
Makro‐Arrays  (Abbildung 4‐21) untersucht. Die Ergebnisse  zeigten eine erhöhte mRNA‐
Expression  pro‐inflammatorischer  Proteine wie  zum  Beispiel  TNF‐α, MCP‐1  und  IL‐8  in 
EphrinB2‐stimulierten  Monozyten.  Die  Ergebnisse  dieses  Makro‐Arrays  konnten  durch 







































































Abbildung  4‐21:  DNA‐Makro‐Array  zur  Analyse  der  RNA‐Expression  pro‐arteriosklerotischer 
Gene.  In  der  Tabelle  sind  diejenigen  Gene  hervorgehoben,  die  eine  mindestens  2‐fache 
Erhöhung  der  entsprechenden  mRNA‐Expression  in  EphrinB2‐stimulierten  THP‐1‐Zellen  im 
Vergleich  zu Kontroll‐Zellen aufweisen  (A). Die densitometrisch ermittelten Werte wurden auf 






























































THP‐1‐Zellen,  die  auf  einer  EphrinB2‐,  nicht  jedoch  auf  einer  BSA‐  bzw.  EphB4‐
beschichteten  Oberfläche  inkubiert  wurden,  zeigen  eine  erhöhte  mRNA‐








stimulierten  THP‐1‐Zellen  vermehrt  freigesetzt  werden  (Abbildung  4‐23  B).  Durch 



















TGF-β1 95 29 GM-SCF 143 31
IFN-γ 129 24 Oncostatin M 140 33
IL-1β 114 34 MIG 112 29
TARC 139 22 IL-7 118 22
IL-15 136 40 GCSF 124 24
IL-1α 118 24 Angiogenin 108 13
Leptin 130 8 MDC 129 18
SDF-1 119 21 IL-6 104 29
IL-13 116 20 ENA-78 146 25
I-309 142 34 IGF-1 128 34
PDGF-BB 128 47 MCSF 141 22
SCF 120 28 IL-5 101 15
IL12/p40p70 126 25 EGF 155 26
Gro-a 141 53 MCP-3 122 38
VEGF 122 29 IL-4 148 93
RANTES 135 20 TNF-β 126 21
IL-10 139 26 MCP-2 141 53
Gro 163 48 IL-3 124 30
Thrombopoietin 122 27 TNF-α 150 61
MIP-1 d 124 21 MCP-1 155 13
































































mit  zellständigem  endothelialen  EphrinB2  interagieren,  wurden  THP‐1‐Zellen  mit 
EphrinB2‐überexprimierenden  Schweineaortenendothelzellen  (PAEC)  ko‐kultiviert.  Um 
eine bidirektionale Signalweiterleitung auszuschließen, wurden PAEC verwendet, die eine 
c‐terminal  trunkierte Variante von EphrinB2  (ΔEphrinB2) überexprimieren  (Abbildung 4‐
24). Diese  trunkierte Form von EphrinB2  ist nicht  in der  Lage ein  reverses Signal  in die 
Endothelzellen  weiterzuleiten  und  diese  dadurch  zu  stimulieren.  Dies  bestätigte,  dass 



























EphrinB2‐überexprimierenden  Endothelzellen  (PAEC)  ko‐

















Seite  der  Endothelzellen  lokalisiert  ist  und  dessen  Expression  von  biomechanischen 
Faktoren wie der  zyklischen Dehnung  reguliert wird. Weiterhin konnte gezeigt werden, 
dass die Expression von EphrinB2 bei dehnungsabhängigen Remodellierungsprozessen im 
adulten Gefäßsystem, wie  zum Beispiel der Arteriogenese hochreguliert  ist.   Basierend 
auf  diesen  Erkenntnissen  wurde  die  Hypothese  aufgestellt,  dass  EphrinB2  in 
pathophysiologischen  Prozessen wie  der  Arteriosklerose  verstärkt  exprimiert wird  und 
einen  Einfluss  auf  die  Pathogenese  dieser  Erkrankung  nimmt.  Vor  diesem Hintergrund 

















2001), als auch Arteriogenese  (Korff et al. 2008) erhöht  ist.    In diesem Kontext konnte 
ferner  gezeigt  werden,  dass  die  Expression  von  EphrinB2  in  den  Endothelzellen  nicht 
intrinsisch, sondern von der Mikroumgebung  reguliert wird. So wird die Expression von 





dass  laminare  Schubspannung  die  EphrinB2‐Expression  beeinflusst.  Unter  arteriellen, 
nicht  aber  unter  venösen,  Flußbedingungen  wird  die  Expression  von  EphrinB2  in 
Endothelzellen herunterreguliert. Biomechanische Faktoren wirken jedoch nicht nur über 
laminare  Schubspannung. Auch  ein  Einfluss  von  zyklischer Dehnung  auf  die  Expression 
von EphrinB2 konnte gezeigt werden  (Korff et al. 2008). Diese erhöht die Expression  in 
Endothelzellen  auf  RNA‐  ebenso  wie  auf  Protein‐Niveau.  Basierend  auf  diesen  Daten 
wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von EphrinB2 im arteriellen Gefäßsystem 
der Maus analysiert. Dabei  zeigte  sich, dass die Protein‐Expression  in unterschiedlichen 
Arterien unterschiedlich stark  ist. In der Mehrheit der Arterien, vorwiegend den kleinen, 
peripheren Arterien,  ist die  Expression niedrig.  In den  großen  Leitungsarterien wie der 
Aorta  ist  die  Expression  stark  erhöht.  Es  ist  anzunehmen,  dass  die  unterschiedliche 
Expressionsstärke die verschiedenen hämodynamischen Bedingungen  in diesen Arterien 
widerspiegelt. Diese  Befunde  stehen  im  Einklang mit  einer  Publikation  von  Yuan  et  al. 
(2004),  die  zeigt,  dass  EphrinB2  in  kleinen  arteriellen Gefäßen wie  den  Arteriolen  nur 
schwach exprimiert ist. 
Vor  diesem Hintergrund wurde  die  Expression  von  EphrinB2  an  den  Bifurkationen  des 
Aortenbogens  analysiert,  da  dort  lokal  unterschiedliche  biomechanische  Belastungen 
auftreten. Es  zeigte  sich eine heterogene Expressionsstärke von EphrinB2, diese war an 
den  inneren  Kurvaturen  stark  erhöht,  während  sie  an  den  äußeren  Kurvaturen  nur 
schwach ausgeprägt war. An diesen Bifurkationen tritt meist eine gestörte Hämodynamik 
mit einer  verringerten  laminaren,  teilweise bereits oszillatorischen  Schubspannung  auf. 
Darüber  hinaus  kommt  es  durch  Reflektion  der  Pulswellen  zu  einer  lokal  erhöhten 
(zyklischen) Dehnung insbesondere an den inneren Kurvaturen der Abgänge (Karino et al. 
1987; Perktold und Rappitsch 1995). Diese Bereiche  im  arteriellen Gefäßsystem  stellen 
Prädilektionsstellen  für  die  Arteriosklerose  dar,  da  die  dort  herrschenden 
Strömungsverhältnisse eine endotheliale Dysfunktion begünstigen  (Frangos et  al.  1999; 
Davignon und Ganz 2004; Libby et al. 2006).  
Die  endotheliale Dysfunktion  ist  gekennzeichnet  durch  eine  vermehrte  Expression  von 
Adähsionsmolekülen  wie  ICAM‐1  und  VCAM‐1,  was  im  Zusammenspiel  mit  der  lokal 
erniedrigten  Schubspannung  zu  einer  erhöhten  Rekrutierung  von  Monozyten  in  die 
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Gefäßwand  führt  (Lessner  et  al.  2002).  In  diesem  Zusammenhang  konnte  unsere 
Arbeitsgruppe  kürzlich  zeigen,  dass  auch  CD40,  ein  Rezeptor  der  TNF‐α‐Familie,  an 
arteriosklerotischen  Prädilektionsstellen  verstärkt  exprimiert  ist  (Korff  et  al.  2007). 






für  die  endotheliale  Dysfunktion  angesehen  werden  kann  und  möglicherweise  einen 
Einfluss auf die Entwicklung von pro‐arteriosklerotischen Läsionen nimmt. 
Diese  Annahme  wurde  durch  weitere  Untersuchen  der  EphrinB2‐Expression  in  den 
Aortenbögen  hypertensiver  Mäusen  bekräftigt.  In  diesen  Mäusen  ist  die  EphrinB2‐
Expression  sowohl an den  inneren Kurvaturen als auch an den äußeren Kurvaturen der 
Bifurkationen  verstärkt, was  auf  eine  Aktivierung  des  Endothels  auf  beiden  Seiten  der 
Bifurkation  hindeutet.  Bluthochdruck  bedingt  eine  erhöhte  Wandspannung  und 
beeinflusst  so  die  hämodynamischen  Faktoren, welche  auf  die  Endothelzellen wirken. 
Studien  an  hypertensiven  Ratten  zeigen  beispielsweise,  dass  der  erhöhte  Blutdruck  zu 
einer Aktivierung des Endothels und, damit assoziiert, zu einer verstärkten Expression des 
Adhäsionsmoleküls  ICAM‐1  führt  (Liu  et  al.  1996).  Weiterhin  zeigt  diese  Studie,  dass 
Hypertonie  zu  einer  vermehrten Adhäsion  von  aktivierten Monozyten  an  das  Endothel 
und  einer  subendothelialen  Akkumulation  dieser  Zellen  beiträgt.    Der  Zusammenhang 
zwischen  Hypertonie,  als  einem  primären  kardiovaskulären  Risikofaktor,  und  dem 




Basierend  auf den Befunden, dass die  Expression  von  EphrinB2  an  arteriosklerotischen 
Prädilektionsstellen erhöht  ist, wurde dessen Expression  in arteriosklerotischen Läsionen 




einem  hohen  EphrinB2‐Gehalt  und  eine Gruppe mit  niedriger  EphrinB2‐Expression. Da 
sich  die  biomechanischen  Kräfte,  die  auf  die  Endothelzellen  wirken,  während  der 
Entwicklung  des  Plaques  ändern,  kann  sich  auch  die  Expression  von  EphrinB2  in  den 
Endothelzellen  ändern. Die  Intensität  der  EphrinB2‐Expression  konnte  jedoch  nicht mit 
der  Form  und Größe  der  Plaques  korreliert werden,  so  dass  nicht  davon  ausgegangen 
werden  kann,  dass  die  Veränderungen  der  biomechanischen  Kräfte  innerhalb  der 
jeweiligen Gruppe vergleichbar sind. 
Die Stimulation der Endothelzellen mit pro‐inflammatorischen Zytokinen wie TNF‐α und 
INF‐γ  ergab  keine  Regulation  der  EphrinB2‐Expression  in  den  Endothelzellen.  Der 





Muskelzellen,  Makrophagen  und  CD31‐positive  Zellen  handelt.  Die  Expression  von 
EphrinB2  in  glatten  Muskelzellen  (Adams  et  al.  1999)  und  Monozyten/Makrophagen 
(Yuan et al. 2004) konnte bereits gezeigt werden. Der Ursprung der CD31‐positiven Zellen 
ist  unklar.  Einerseits  könnte  es  sich  um  endotheliale  Vorläuferzellen  handeln,  deren 
Beteiligung an der Entwicklung der Arteriosklerose bereits gezeigt wurde  (George et al. 
2005).  Andererseits  exprimieren  auch  Monozyten  CD31,  so  dass  es  sich  bei  den 






Über die  Expression  von Mitgliedern der  Eph/Ephrin‐Familie  in  Immunzellen  ist bereits 
mehrfach  berichtet worden.  So  konnte  die  Expression  von Mitgliedern  sowohl  aus  der 
Subgruppe A als auch B in  T‐Zellen, Dendritischen Zellen, B‐Zellen und Monozyten gezeigt 
werden.  Am  besten  untersucht  ist  die  Funktion  des  Eph/Ephrin‐Systems  bei  der 








2004).  Diese  Liganden  stimulieren  über  Interaktion  mit  den  EphB‐Rezeptoren  die 
Proliferation  und  INF‐γ‐Sekretion  durch  Aggregation  der  Rezeptoren  mit  den  T‐Zell‐




diesen  Mäusen  ist  die  Aggregation  von  EphB6  an  den  T‐Zell‐Rezeptoren  nicht  mehr 
möglich,  wodurch  die  Aktivierung  von  Downstream‐Signalmolekülen  wie  ZAP‐70  und 
p44/42 MAPK entfällt. Die Eph/Ephrin‐Interaktionen wirken  jedoch nicht nur aktivierend 
auf  die  T‐Zellen.  So  wird  die  Aktivierung  und  Freisetzung  pro‐inflammatorischer 
Mediatoren aus Th2‐Zellen durch EphrinA1 unterdrückt (Wohlfahrt et al. 2004). 
Auch  andere  Zellen  des  Immunsystems  exprimieren Mitglieder  der  Eph/Ephrin‐Familie. 
Zum  Beispiel  setzen  aktivierte  B‐Zellen  lösliches  EphrinA4  frei,  welches  den  Rezeptor 









INF‐γ oder  LPS  zeigte  interessanterweise  keinen  Einfluss  auf das  Expressionsniveau der 
Rezeptoren  oder  des  Liganden.  Jedoch  wurde  der  Rezeptor  EphB2  nach 
Transdifferenzierung  der  Monozyten  zu  Makrophagen  verstärkt  exprimiert.  Diese 
Transdifferenzierung  konnte  durch  die  erhöhte  Expression  des  Makrophagenmarkers 
CD68  bestätigt  werden  (Holness  und  Simmons  1993)  und  wurde  durch  Adhäsion  der 
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Monozyten  ist  bisher  nur  wenig  bekannt.  In  Transmigrationsstudien  konnte  eine 
Beteiligung dieses Systems an der Transmigration der Monozyten durch Endothelzellen 
gezeigt werden (Pfaff et al. 2008). Weiterhin konnte bereits ein Zusammenhang zwischen 
inflammatorischer  Angiogenese  und  der  Expression  von  EphrinB2  auf  Makrophagen 
hergestellt  werden  (Yuan  et  al.  2004).  EphrinB2  aktiviert  das  endotheliale  EphB4  in 
Venolen,  wodurch  die  Expression  von  Syndecan‐1  in  den  Endothelzellen  erhöht  wird. 
Unter  pro‐inflammatorischen  Bedingungen  und  Anwesenheit  des  Enzyms  Heparanase 
führt dies zu einer Aktivierung der pro‐angiogenen Substanz FGF.  
Die  Interaktion  zwischen  Eph‐Rezeptoren und  Ephrin‐Liganden  auf  Endothelzellen  kann 
einerseits ein  repulsives und andererseits ein propulsives Signal  induzieren  (Füller et al. 
2003). In diesem Kontext wirkt EphB4 über Aktivierung von EphrinB2 propulsiv, indem es 
die  Adhäsion  und  Migration  der  Zellen  erhöht.  EphrinB2  induziert  in  der  EphB4‐
exprimierenden  Zelle  ein  repulsives  Signal,  das  anti‐adhäsiv  und  inhibierend  auf  die 
Migration  wirkt.  Die  Funktion  des  Eph/Ephrin‐Systems  bei  der  Transmigration  der 
Monozyten und der Aktivierung der venösen Endothelzellen deutet daraufhin, dass die 
Interaktion zwischen Monozyten und Endothelzellen ein propulsives Signal sowohl in der 




Basierend  auf  den  vorherigen  Ergebnissen  wurde  die  Interaktion  von  Monozyten  mit 
endothelialem  EprhinB2  untersucht.  Die  Analyse  von  arteriosklerotischen  Läsionen  in 
ApoE‐defizienten  Mäusen  ergab  eine  Korrelation  zwischen  dem  endothelialen 
Expressionslevel  von EphrinB2 und der Anzahl  von Makrophagen die  in diesen Plaques 
lokalisiert sind. Dies deutete darauf hin, dass endotheliales EphrinB2 die  Infiltration von 







1  bindet  Mac‐1  auf  den  Monozyten  und  VCAM‐1  bindet  VLA‐4  auf  den  Monozyten 
(Meerschaert  und  Furie  1995;  Kevil  et  al.  2001).  Durch  diese  Interaktionen  wird  die 
Bindung der Monozyten an das Endothel erhöht. Dieser Arrest der Monozyten  führt  zu 
einer Formänderung, die zu einer Abflachung der Zelle und Pseudopodienbildung  führt. 
Dies  ermöglicht  die,  durch  einen  Chemokin‐Gradienten  beeinflusste,  Migration  der 
Monozyten zu den  interzellulären  Junctions.  In diesem Zusammenhang konnte  in dieser 
Arbeit gezeigt werden, dass EphrinB2 die Adhäsion der Monozyten an das Endothel unter 
statischen  Bedingungen  beeinflusst.  Jedoch  handelt  es  sich  bei  EphrinB2  nicht  um  ein 








1993;  Scheuerer  et  al.  2000).  Weiterhin  führt  diese  Transdifferenzierung  zu  einer 
erhöhten  Expression  des monozytären  Rezeptors  EphB2, wodurch  die  Interaktion  von 
Monozyten  mit  endothelialem  EphrinB2  weiter  verstärkt  werden  könnte.  Weitere 
Analysen  dieser  Interaktion  zeigten,  dass  endotheliales  EphrinB2  zu  einer 
Phosphorylierung und demnach Aktivierung des Rezeptors EphB2 führt. Strukturanalysen 
der  EphB‐Rezeptoren  zeigen,  dass  diese  Bindestellen  für  SH2‐Domänen  besitzen 




al.  1994).  Während  LMW‐PTP  (Stein  et  al.  1998)  und  NcK  (Stein  et  al.  1998)  an  der 
Adhäsion  von  Zellen  beteiligt  sind,  sind  RasGAP‐Proteine  an  der  Ausbildung  des 
Zytoskeletts beteiligt (Chant und Stowers 1995; Hall 1998). Des Weiteren besitzt Rho, ein 
Mitglied  der  RasGAP‐  Familie,  einen  Einfluss  auf  das  Abflachen  und  die  Migration 
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(spreading)  von  Monozyten  (Aepfelbacher  et  al.  1996).  Zudem  reguliert  der  Rezeptor 
EphB4 die Migration und Proliferation von Endothelzellen über den PI3‐Kinase‐Signalweg 
(Steinle et al. 2002).  Inwieweit diese Signalwege bei der EphrinB2‐induzierten Adhäsion 




zukommt,  oder  die  verschiedenen  EphB‐Rezeptoren  auf  den  Monozyten  funktionell 
redundant sind, ist ebenfalls noch unklar.  
Die  Transmigration  der  Monozyten  durch  das  Endothel  stellt  den  letzten  Schritt  der 
Infiltration  dar.  Diese  Transmigration  kann  einerseits  direkt  durch  die  Endothelzellen, 
transzellulär  oder  zwischen  den  Endothelzellen,  parazellulär,  erfolgen.  Bei  der 
transzellulären Diapedese passieren die Monozyten direkt die Endothelzellen durch das 
Formen  einer  transzellulären  Pore  (Kamei  und  Carman  2010).  Die  parazelluläre 
Transmigration  setzt  eine  gerichtete  Migration  der  Monozyten  zu  den  interzellulären 
Kontakten zwischen benachbarten Endothelzellen voraus. Diese Migration erfolgt durch 
die  spezifische  Interaktion von Adhäsionsmolekülen wie  ICAM‐1 und  ICAM‐2 oder auch 
CD11‐CD18  (Meerschaert und Furie 1995; Ronald et al. 2001; Schenkel et al. 2004). Für 
die Transmigration durch die  interzellulären Kontakte  spielt  vor  allem PECAM‐1  (CD31) 
eine entscheidende Rolle  (Müller und Randolph 1999). CD31  ist auf der Oberfläche von 
Monozyten  lokalisiert und wird ebenfalls konzentriert an den Endothelzell/Endothelzell‐
Grenzen  exprimiert.  Die  homophile  Interaktion  zwischen  monozytärem  CD31  und 
endothelialem  CD31  ist  dabei  essentiell  für  den  Transmigrationsprozess.  Blockade  von 
CD31  inhibiert  spezifisch  die  Transmigration  der  Monozyten,  beeinflusst  jedoch  nicht 
deren  Adhäsion  und  Migration  auf  dem  Endothel  (Müller  et  al.  1993).  In  diesem 
Zusammenhang besitzt CD31 auch einen Einfluss auf die Pathogenese der Arteriosklerose. 
In  CD31/ApoE‐defizienten  Mäusen  ist  die  Entstehung  arteriosklerotischer  Plaques  im 
Vergleich  zu Kontroll‐ApoE‐defizienten Mäusen verringert  (Harry et al. 2008). Dies geht 
einher mit einer verminderten Infiltration von Monozyten in die Gefäßwand. 
Eine  aktuelle  Publikation  zeigte,  dass  auch  EphrinB2/EphB‐Interaktionen  an  der 
Transmigration von Monozyten durch einen Endothelzell‐Monolayer beteiligt sind  (Pfaff 





Übereinstimmung  mit  diesen  Ergebnissen  konnte  in  der  vorliegenden  Arbeit  gezeigt 
werden,  dass  EphrinB2  an  den  Kontaktstellen  zu  den  translozierenden  Monozyten 
akkumuliert.  Dies  zeigt  die  direkte  Interaktion  von  Ligand  und  Rezeptor während  der 
Diapedese von Monozyten durch das Endothel. Des Weiteren  führte das Blockieren der 
EphB/EphrinB2‐Interaktion  zu einer verminderten Transmigration der Monozyten durch 
die  Endothelzellschicht.  Eine  Interaktion  zwischen  EphB‐Rezeptor  und  EphrinB‐Ligand 
kann  zu  einer  bidirektionalen  Signaltransduktion  führen.  In  diesem  Zusammenhang 
konnte  beobachtet  werden,  dass  die  Transmigration  von  Monozyten  durch 
Endothelzellen, welche ein trunkierte Variante von EphrinB2 exprimieren, mit der durch 
Kontroll‐Zellen vergleichbar ist. Dies zeigt, dass nicht nur das vorwärtsgerichtete Signal in 







darauf  schließen, dass es  sich bei dieser  vorwärtsgerichteten  Signaltrandsuktion  in den 
Monozyten  um  ein  propulsives,  also  aktivierendes,  Signal  handelt.  Da  auch  die 
Aktivierung von EphrinB2  in den Endothelzellen für die Transmigration entscheidend  ist, 
scheint auch dieses reverse Signal propulsiv zu sein. 
Ein  weiterer  wichtiger  Aspekt  der  Infiltration  von  Monozyten  und  der  Entwicklung 
arteriosklerotischer  Läsionen  ist deren Retention  in der Gefäßwand  (Llodra et al. 2004; 
Ludewig und Laman 2004).  Die Expression von EphrinB2 in den glatten Muskelzellen der 
Neointima könnte hierbei eine Rolle spielen. Der Einfluss des neointimalen EphrinB2 zu 







5.5  Einfluss  von  EphrinB2  auf  die  pro‐inflammatorische  Aktivierung  von 
Monozyten 
Ein weiterer wichtiger Aspekt  der  Infiltration  von Monozyten  in  die Gefäßwand  ist  die 
damit  verbundene  pro‐inflammatorische  Aktivierung  dieser  Zellen  durch  spezifische 
Interaktionen  zwischen Oberflächenmolekülen  auf  den Monozyten  und  Endothelzellen. 
So  führt  die  Interaktion  zwischen  monozytären  LFA‐1  und  endothelialem  ICAM‐1  zur 
Expression  von  MIP‐1α  in  Monozyten  (Lukacs  et  al.  1994)  und  die  Interaktion  von 
monozytärem  CD40 mit  endothelialem  CD154 während  der  Transmigration  erhöht  die 
monozytäre Expression von IL‐1β (Wagner et al. 2004).  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass endotheliales EphrinB2 die pro‐
inflammatorische  Aktivierung  der Monozyten  stimuliert  und  so  zu  der  Expression  und 
Sekretion der arteriosklerose‐assoziierten Zytokine MCP‐1 und IL‐8 führt.  
MCP‐1  wird  von  Endothelzellen,  glatten  Muskelzellen  aber  auch  infiltrierenden 
Monozyten exprimiert (Reape und Groot 1999). MCP‐1 wirkt nicht nur chemotaktisch auf 
Monozyten, sondern erhöht auch die Adhäsion von Monozyten an das Endothel (Gerszten 
et  al.  1999).  Des  Weiteren  besitzt  MCP‐1  einen  pro‐arteriosklerotischen  Effekt  auf 
Endothelzellen,  indem es die Aktivität von MMP‐2  in Endothelzellen stimuliert (Werle et 




simultanen  Deletion  von  MCP‐1  ist  die  Bildung  von  arteriosklerotischen  Läsionen  im 
Vergleich  zu  Kontroll‐LDL‐Rezeptor‐defizienten  Mäusen  um  83%  reduziert  (Gu  et  al. 
1998). Ferner  führt der Verlust des MCP‐1‐Rezeptors CCR2  in ApoE‐defizienten Mäusen 





et  al.  1999;  Romuk  et  al.  2002)  und  ein  erhöhter  IL‐8‐Spiegel  in  ansonsten  gesunden 




von  IL‐8  durch  Makrophagen  in  humanen  Plaques  nachweisen.  IL‐8  wirkt  nicht  nur 





in Makrophagen  über  die Aufnahme  von  Cholesterin  geregelt  (Wang  et  al.  1996). Des 
Weiteren wirkt IL‐8 pro‐angiogen auf Endothelzellen und glatte Muskelzellen (Koch et al. 
1992;  Strieter  et  al.  1992),  stimuliert  deren  Proliferation  (Wainwright  et  al.  2001)  und 
fördert  so die Progression arteriosklerotischer Plaques. Dennoch gibt es auch Hinweise 
auf anti‐arteriosklerotische Wirkungen von IL‐8. So konnten Hastings et al. (2009) kürzlich 
zeigen,  dass  IL‐8  die  Expression  von  VCAM‐1  in  glatten  Muskelzellen  limitiert.  Dies 
vermindert die Entzündungsreaktion, da die Retention von Makrophagen  in den Plaques 
durch die glatten Muskelzellen verringert ist.  
Zusammenfassend  bewirken  MCP‐1  und  IL‐8  über  eine  erhöhte  Adhäsion  an  und 
Transmigration durch Endothelzellen eine gesteigerte Rekrutierung von Monozyten und 
anderen  Immunzellen  in  die  Gefäßwand  und  tragen  so  zur  Progression 
arteriosklerotischer Plaques bei. 




bei.  Zusätzlich  führen  sie  zu  einer  verstärkten Bindung  von  LDL  an  Endothelzellen  und 
glatte Muskelzellen (Stopeck et al. 1993; Hajjar und Haberland 1997; Gierens et al. 2000). 
Wird  das  akkumulierte  LDL  oxidiert,  führt  dies  zu  wiederum  zu  einer  verstärkten 
Expression  von Adhäsionsmolekülen  durch  die  Endothelzellen  und  der  Freisetzung  von 
MCP‐1  durch  die  glatten  Muskelzellen,  und  infolgedessen  zu  einer  verstärkten 






die Rekrutierung  von Entzündungszellen  (Strukova 2001). TNF‐α und  IL‐1β erhöhen die 
Expression  von  MMPs  in  vaskulären  Zellen  und  tragen  so  zur  Remodellierung  der 
extrazellulären  Matrix  bei  (Galis  und  Khatri  2002).  Dies  wiederum  stimuliert  die 
Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen (Newby 2000; Davis et al. 2003) und 







VEGF  kommt hierbei eine duale Rolle  zu.  Einerseits  stabilisiert es die Endothelfunktion 
über die Hochregulation der endothelialen NO‐Synthase‐Expression. So wirkte  sich eine 
VEGF‐Gentherapie positiv auf die Re‐Endothelialisierung nach einer Angioplastie aus und 
verminderte  die  Neointimabildung  (Asahara  et  al.  1996).  Andererseits  erhöht  es  die 
Neovaskularisation  von  Plaques.  Diese  neugebildeten  Gefäße  besitzen  eine  erhöhte 
Permeabilität (Dvorak et al. 1995) und tragen so zu einer Blutung  innerhalb des Plaques 
und zu einer verstärkten Einwanderung pro‐inflammatorischer Zellen bei (Moulton et al. 
2003; Khatri  et  al.  2004; Virmani  et  al.  2005).  In  Tiermodellen  konnte  gezeigt werden, 
dass  die  Behandlung mit  rekombinantem VEGF  zu  einem  verstärkten  Plaquewachstum 
mit  einer  erhöhten Makrophagendichte  führt  (Celletti et  al.  2001; Celletti  et  al.  2001), 





inflammatorischen  Aktivierung  der  Monozyten  führt  und  so  über  die  Freisetzung  von 
Zytokinen  wie  MCP‐1  und  IL‐8  den  chronisch  pro‐inflammatorischen  Prozess  der 
Arteriosklerose  verstärkt.  Die  Expression  von  EphrinB2  auch  in  Zellen  innerhalb  des 
arteriosklerotischen Plaques wie zum Beispiel glatten Muskelzellen deutet daraufhin, dass 







Die  molekularen  Mechanismen,  welche  zur  endothelialen  Dysfunktion  und  somit 
Entstehung  von  Arteriosklerose  beitragen,  erscheinen  zunehmend  komplexer.  Es  ist 
allgemein  akzeptiert,  dass  es  sich  bei  Arteriosklerose  um  eine  chronisch  progrediente 
Entzündungsprozess  der  arteriellen  Gefäßwand  handelt,  bei  der  die  Funktion  der 






wurde  hier  die mögliche  Beteiligung  des  Eph/Ephrin‐Systems  an  der  Pathogenese  von 
Arteriosklerose untersucht. Die pro‐inflammatorische Aktivierung der Monozyten durch 
Stimulation  mit  endothelialem  EphrinB2  konnte  in  vitro  eindeutig  belegt  werden,  die 
Funktionalität dieses Systems in vivo muss noch bestätigt werden. Untersuchungen dieses 
Systems  in einem entsprechenden Tiermodell werden  zeigen,  inwieweit die  Interaktion 
des  Eph/Ephrin‐Systems  im  komplexen  Zusammenhang  mit  anderen  pro‐
inflammatorischen  Stimuli die Aktivierung der Monozyten beeinflusst. Der Großteil der 
bisher  untersuchten  Systeme,  welche  über  die  Aktivierung  von  Immunzellen  zur 
Entwicklung  von  Arteriosklerose  beitragen,  besitzt  auch  eine wichtige  Funktion  in  der 
physiologischen  Immunantwort  der  Leukozyten.  Da  die  Inhibierung  dieser  Systeme 
folglich das Immunsystem beeinflussen würde, sind diese nicht oder nur bedingt für einen 




Obwohl  die  klinische  Relevanz  des  Eph/Ephrin‐Systems  für  die  Pathogenese  der 

















Abbildung  5‐1:  Mechanismus  der  EphrinB2‐induzierten  Monozytenrekrutierung.  Die  erhöhte 
EphrinB2‐Expression an den inneren Kurvaturen der Bifurkationen erhöht die Transmigration der 
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